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Boschreibung 

Die vorliegende Erf indung betrifft ein Verfahren zur Steigerung der Ausbildung der naturlichen Protein- 
konformation bei der Sekretion von disulfidverbruckten Proteinen durch einen prokaryontischen Wirtsorga- 
nismus, der eine rekombinante DNA enthalt, die fur das sekretierte Protein kodiert 

Die Proteinsynthese Oder Translation in prokaryontischen Mikroorganismenfindetan den Ribosomen im 
Cytoplasma statL Bei einer Expression von rekombinanter DNA in bakteriellen Wirtsorganisrnen ist es oft wun- 
schenswert, daB das resultierende rekombinante Genprodukt bzw. Protein aus dem Cytoplasma durch die in- 
nere bakterielle Membran in den periplasmatischen Raum zwischen innerer und auBerer Membran sekretiert 
wind. Vom Periplasma konnen die sekretierten Proteine dann beispielsweise durch einen osrnotischen Schock 
in das Nahrmedium f reigesetzt werden. Ein Nachteil dieses Verfahrens ist, daB bei Sekretion von disulfidver- 
bruckten Proteinen in der Regel keine korrekte Ausbildung der nativen bzw. naturlichen Konformation erfolgt, 
d.h. es entstehen Polypeptide mit einer falschen oder unvollstandigen Ausbildung der Disulf idbrucken, die bio- 
log isch inaktrv sind. 

Thiolreagenzien werden bei Verfahren zur in vitro Renaturierung von unloslichen Proteinen eingesetzt, 
die bei Expression von rekombinanter DNA in prokaryontischen Zellen cytoplasmatisch als Inclusion Bodies 
entstehen. Von den Thiolreagenzien istbekannt, daBsiein Anwesenheitvon Luftsauerstoff raschzu Disulf iden 
oxidiert werden. 

Eine Aufgabe dervorliegenden Erf indung war die Steigerung der Ausbildung der naturlichen Proteinkon- 
formation bei der Sekretion von disulfidverbruckten Proteinen. 

Insbesondere k6nnte eine Unterstutzung der Ausbildung der nativen Proteinkonformation die teirweise 
recht aufwendige in vitro-Renaturierung derfalsch disulf idverbruckten Proteine ersetzen. 

Gel6st wird die erfindungsgemaBe Aufgabe durch ein Verfahren zur Steigerung der Ausbildung der na- 
turlichen Proteinkonformation bei der Sekretion von disulfidverbruckten Proteinen durch einen 
prokaryontischen Wirtsorganismus, der eine rekombinante DNAenthalt, diefurdas sekretierte Protein kodiert, 
worin man den Wirtsorganismus in einem geeigneten Nahrmedium untergeeigneten Bedingungen fur die Ex- 
pression der rekombinanten DNA zuchtet, wobei das Verfahren dadurch gekennzeichnet ist, daB man ein Nahr- 
medium mit einem Gehalt von 0,1 bis 20 mmol/l eines Oder mehrerer Thiolreagenzien verwendet 

Durch das erfindungsgemaBe Verfahren gelingt es uberraschenderweise, durch Zusatz von Thiolreagen- 
zien im Fermentationsmedium die Ausbeute an korrekt disulfidverbruckten Proteinen zu steigern. Das erfin- 
dungsgemaBe Verfahren kann bei alien Proteinen angewendet werden, die eine oder mehrere Disulf idbrucken 
enthalten. Insbesondere bei Bedarf an geringen Proteinmengen, z.B. bei der Produktion von Wachstumsfak- 
toren im mg-MaBstab (Nerve Growth Factor, Interleukine oder ahnliche Verbindungen) kann durch Anwendung 
des erf indungsgemaBen Verfahrens auf eine in vitro-Renaturierung verzichtet werden. 

Fur das erfindungsgemaBe Verfahren hat sich ein Nahrmedium mit einem Gehalt von 0,1 bis 20 mmol/l 
eines oder mehrerer Thiolreagenzien als geeignet erwiesen. Verwendet man ein Nahrmedium mit einem Ge- 
halt von weniger als 0,1 mmol/i an Thiolreagenzien, so wird keine nennenswerte Steigerung der Ausbildung 
der naturlichen Proteinkonformation gefunden. Die Obergrenze der Thiolkonzentration liegt etwa bei 20 
mmol/l und manifestiert sich sowohl in einer deutlichen Abnahme der Ausbeuten an sekretiertem, funktiona- 
lem Protein als auch in einem starken Ruckgang des Zellenwachstums. Vorzugsweise verwendet manias 
Nahrmedium mit einem Gehalt von 1 bis 15 mmol/l und besonders bevorzugt mit einem Gehalt von 3 bis 12 
mmol/l eines oder mehrerer Thiolreagenzien. Bei Verwendung von Glutathion als Thiolreagenz haben sich et- 
wa 5 mmol/l als optimale Konzentration erwiesen. 

Der in der vorliegenden Beschreibung verwendete Begriff Thiolreagenz" bedeutet entweder ein reduzie- 
rendes Thiolreagenz mit SH-Gruppen oder ein Gemisch von reduzierenden Thiolreagenzien mit SH-Gruppen 
und oxidierenden Thiolreagenzien mit Disulfidgruppen. 

Als reduzierende Thiolreagenzien sind insbesondere solche geeignet, die eine einzige SH-Gruppe pro Mo- 
lekul aufweisen. Besonders bevorzugte Substanzen sind reduziertes Glutathion (GSH), Cystein, N-Acetylcy- 
stein, Cysteamin, p-Mercaptoethanol und ahnliche Verbindungen. Am meisten bevorzugt sind N-Acetylcysein 
und reduziertes Glutathion (GSH). Die Thiolreagenzien konnen sowohl einzeln als auch in Gemischen verwen- 
det werden. 

Obwohl die alleinige Verwendung reduzierender Thiolreagenzien im allgemeinen bevorzugt ist, bringtauch 
die Verwendung eines Gemisches von reduzierenden und oxidierenden Thiolreagenzien ein verbesserte Aus- 
beute an korrekt disulfidverbruckten Proteinen. Bei Verwendung eines derartigen Gemisches von reduzieren- 
den und oxidierenden Thiolreagenzien betragt das molare Verhaltnis von reduzierenden zu oxidierenden Thi- 
olreagenzien vorzugsweise 2:1 bis 20:1, besonders bevorzugt 5:1 bis 10:1. Ein Gemisch eines reduzierten 
und eines oxidierten Thiolreagenzes sind beispielsweise reduziertes Glutathion (GSH) und Glutathiondisulf id 
(GSSG). 
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Ein Beispie! fur das erf indungsgemaBe Verfahren istdie heterologe Expression des bifunktionalen a-Amy- 
lase/Trypsin-lnhibitors aus Eleusine coracana Gaertneri (RBI) In E.coli. Der Inhibitor wurde von Shivaraj und 
Pattabiraman charakterisiert (Shivaraj B. & Pattabiraman, T.N., Indian J.Biochem.Biophys. 1 7 (1980), 181-193; 
Shivaraj B. & Pattabiraman, T.N.,Biochem.J. 193 (1981), 29-36). Die Aminosauresequenz des Inhibitors wurde 
von Campos und Richardson aufgeklart (Campos, FAP. & Richardson, M., FEBS Letters 152 (1983), 300- 
304). Dieses Protein besteht aus 1 22 Aminosauren, enthalt 5 intramolekulare Disulf idbrucken und gehort einer 
neuen a-Amylaseflrypsin-lnhibitorklasse an (Halford etaJ., Biochim.Biophys.Acta 950 (1988),435-440), wobei 
es deren einziger bif unktionaler Vertreter ist An dieser Stelle soli jedoch angemerkt werden, daB sich das er- 
f indungsgemaBe Verfahren auch auf die Gewinnung anderer disulf ioverbruckter rekombinanter Proteine (z.B. 
Antik6rperf ragmente) in prokaryontischen Wirtsorganismen ubertragen laBt, die sekretiert werden. 

Zur Gewinnung des sekretorischen RBI-Proteins in f unktionaler Form in E.coli wurde ein synthetisches 
RBI-Gen mit geritechnologischen Mitteln an die Signalsequenz des Outer Membrane Proteins A (OmpA) von 
E.coli fusioniert und die Fusion auf einem rekombinanten Plasmid unter Kontrolle eines lac-Promotors in E.coli 
exprimiert Auf diese Weise wird die Polypeptidkette des rekombinanten Proteins ins Periplasms der 
prokaryontischen Wirtszelle transportiert, wo sie sich nach Abspaltung der Signalsequenz aufgrund der oxi- 
dierenden Eigenschaften dieses Zellkompartiments unter Ausbildung der intramolekularen Disulf idbrucken 
zum nativen Protein falten kann. Bei dieser Faltung konnen jedoch nur geringe Mengen des f unktionaien Pro- 
teins erhalten werden. Bei der erf indungsgemaBen Anwesenheit von Thiolreagenzien im Nahrmedium gelingt 
es jedoch, die Ausbeute an f unktionalem Protein er heblich (urn den Faktor 5) zu steigern. 

Der Wirtsorganismus fur das erf indungsgemaBe Verfahren ist ein prokaryontischer Wirtsorganismus. 
Vorzugsweise fuhrt man die Expression des rekombinanten Proteins in einem gram-negativen 
prokaryontischen Wirtsorganismus, besonders bevorzugt in E.coli durch. 

Bei dem erf indungsgema&en Verfahren ist es im allgemeinen gunstig, da& die fur das sekretierte Protein 
kodierende rekombinante DNA in operativer Verknupf ung mit einem DNA-Fragment stent, das fur ein Signal- 
peptid zum Durchdringen von inneren bakteriellen Membranen kodiert Der Begriff "operative Verknupfung" 
imSinnedervorliegenden Erfindung bedeutet, daB eine translationale Fusion zwischen dem heterologen Pro- 
tein und dem Signalpeptid besteht Dabei bildet das Signalpeptid ublicherweise den N-terminalen Anteil der 
translationalen Fusion. Die Art des Signalpeptids selbst ist fur die vorliegende Erfindung nicht kritisch, abge- 
sehen davon, daB es die Sekretion des rekombinanten Proteins ermoglichen soli. Eine groBe Anzahl derartiger 
Signalpeptide sind dem Fachmann auf dem Gebiet der Molekularbiologie bekannt Eine Reihe von Signalpep- 
tiden sind z.B. bei Winnacker (Gene und Klone, Eine Einf uhrung in die Gentechnologie, Verlag Chemie Wein- 
heim (1985), S. 256) aufgezahlt Wird das erf indungsgemaBe Verfahren in E.coli als Wirtsorganismus durch- 
gef uhrt, so hat sich das Signalpeptid aus dem E.coli OmpA-Protein als besonders geeignet erwiesen. 

Fur die Expression in einem prokaryontischen Wirtsorganismus muB die rekombinante DNA, welchefur 
das sekretierte Protein kodiert, unter Kontrolle eines vom Transkriptionssystem des Wirts erkannten Expres- 
sionssignals bzw. Promotors stehen. Derartige, in prokaryontischen Wirtszellen akth/e Expresslonssignale 
sind dem Fachmann auf dem Gebiet der Molekularbiologie bekannt. Vorzugsweise wird fur das erf indungsge- 
maBe Verfahren ein induzierbares Expressionssignal verwendet. Beispielefureinen induzierbaren E.coli-Pro- 
motorsind derlac-Promotor, der durch lsopropyl-0-D-galactosid (IPTG) induzierbar ist, sowie synthetische De- 
rivate des lac-Promotors (z.B. der tac- Oder trc-Promotor). 

Die rekombinante DNA, die fur das disulfidverbruckte sekretierte Protein kodiert, wird im allgemeinen 
durch Transformation in die prokaryontische Wirtszelle eingefuhrt. Techniken zur Transformation verschie- 
dener prokaryontischer Wirtsorganismen sind dem Fachmann bekannt und brauchen daher nicht Im einzeinen 
genannt werden. Die in der transformierten Wirtszelle vorliegende rekombinante DNA bef indet sich dabei ub- 
licherweise auf einem rekombinanten Vektor, der in der Wirtszelle entweder extrachromosomal (z.B. Plasmid) 
Oder im Genom der Wirtszelle integriert (z.B. Bakteriophage X) vorliegen kann. Vorzugsweise wird als Vektor 
ein Plasmid verwendet Dabei ist es fur das erf indungsgemaBe Verfahren nicht kritisch, welches spezielle 
Plasmid dabei als Expressionsvektor verwendet wird. Es kommt nur darauf an, daB die fur das gewunschte 
Protein kodierende rekombinante DNA von der Wirtszelle in ausreichendem Made transkribiert und translatiert 
werden kann. Das Translationsprodukt der rekombinanten DNA muB allerdings in einer Form vorliegen, die 
eine Sekretion durch die innere bakterielle Membran in das Periplasma erlaubt 

Wie oben ausgefuhrt, wird ublicherweise ein rekombinantes Protein, das mit einer Signalsequenz fusio- 
niert ist, ins Periplasma einer prokaryontischen Wirtszelle transportiert. Dies stelltauch eine bevorzugte Aus- 
fuhrungsform der vorliegenden Erfindung dar. Bei Verwendung bestimmter Wirtsstamme erfolgt jedoch nicht 
nur eine Sekretion ins Periplasma, sondern auch eine massive Proteinsekretion in das Nahrmedium. Die EP- 
A 0 338 410 offenbart E.coli-Stamme, die zu einer derartigen massiven Proteinsekretion in das Nahrmedium 
in der Lage sind sowie ein Verfahren zur Herstellung derartiger Stamme. Als Ausgangsstamme fur die Her- 
stellung dieser Sekretormutanten werden vorzugsweise die in der EP-A0 338 410 genannten E.coli-Stamme 
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DS410 (DSM 4513) bzw. BW7261 (DSM 5231) verwendet. 

Als Nahrmedium fur das erf indungsgemaBe Verfahren wird vorzugsweise ein Vollmedium verwendet, ins- 
besondere ein Medium, das Substanzen Oder Substanzgemische aus Zellextrakten enthSIL Ein Beispiel fur 
ein solches Medium ist das LB-Medium, das Substanzgemische aus enzymatisch verdauten Zeilextrakten 
(Bacto-Trypton und Yeast-Extract) enthalt 

Der pH-Wert des Nahrmediums liegt vorzugsweise in einem Bereich zwischen pH 5 und pH 9. Besonders 
bevorzugt liegt der pH-Wert des Nahrmediums zwischen 6 und 8. Verwendet man LB-Medium als Nahrmedi- 
um, so hat es sich als gunstig erwiesen, einen pH-Wert von 7,4 bei der Herstellung des Mediums einzustellen. 
Wahrend des Zellwachstums sinkt dann der pH-Wert des Mediums ab und liegt erfahrungsgemaB bei statio- 
naren Obernachtkulturen (Zeitpunkt der Zellernte) bei etwa 6,8. 

Das erf indungsgemaBe Verfahren wird vorzugsweise in einer Schuttelkultur in einem Vollmedium durch- 
gefuhrt. Es ist jedoch auch moglich, die Wirtsorganismen in einem stark belufteten Fermenter oder/und in Ge- 
genwart eines Minimalmediums zu zuchten. 

Eine weitere Ausfuhrungsform des erf indungsgemaBen Verfahrens besteht darin, daB man dem Nahrme- 
dium weiterhin ein Oder mehrere Mono- oder/und Oligosaccharide zusetzt, die vom verwendeten 
prokaryontischen Wirtsorganismus nicht metabolisiert werden konnen. Aus einer Arbeit von Bowden und 
Georgiou (J.Biol. Chem. 265 (1990), 16760-16766) ist namlich bekannt, daB der Zusatz von nicht metaboli- 
sierbaren Zuckern die Ausbildung der nativen Proteinkonformation fordern kann. Die zusatzliche Verwendung 
dieser nicht metabolisierbaren Zucker im Rahmen des erf indungsgemaBen Verfahrens zeigt einen weiteren 
unterstutzenden Effekt bei der Ausbildung der nativen Proteinkonformation von sekretierten Proteinen. Bei- 
spielefurnicht-metabolisierbare Zucker sind etwa Sorbose (ein Monosaccharide Saccharose (ein Disaccharid) 
und Raffinose (ein Trisaccharid). Die Konzentration der nicht-metabolisierbaren Mono- oder/und 
Oligosaccharide im Nahrmedium liegt fur das erf indungsgemaBe Verfahren gunstigerweise zwischen 0,1 
mol/l und 1 mol/l, vorzugsweise zwischen 0,3 mol/l und 0,7 mol/l. 

Eine weitere besonders bevorzugte Ausfuhrungsform des erf indungsgemaBen Verfahrens besteht darin, 
daB man in einem Wirtsorganismus zusammen mit der Expression der fur das zu sekretierende, disulfidver- 
bruckte Protein kodierenden rekombinanten DNA eine Uberexpression eines Proteindisulf idisomerasegens 
durchf uhrt Vorzugsweise verwendet man ein Proteindisulf idisomerasegen aus gram-negativen Bakterienspe- 
zies, besonders bevorzugt ein Proteindisulf idisomerasegen aus E.coli. Die DNA-Sequenz eines derartigen 
Gens ist in SEQ ID NO: 3 gezeigt 

Uberraschenderweise wurde festgestellt, daB eine Coexpression und Cosekretion eines wirtseigenen 
Proteindisulf idisomerasegens in Kombination mit der Zugabe von Thiolreagenzien in das Nahrmedium eine 
Ausbeutesteigerung an funktionalem, sekretiertem Protein bewirkt, die uber die alleinige Wirkung des Zusat- 
zes von Thiolreagenzien noch hinausgeht Dagegen hat die alleinige Coexpression von Proteindisulf idisome- 
rase (PDI) ohne Zugabe von Thiolreagenzien keine AusbeuteerhShung zur Foige. 

Der Begriff "Uberexpression" gem§B vorliegender Erf indung bedeutet eine Steigerung der Proteindisul- 
fidisomerase-Expression im Vergleich zu einem Wildtyp des Jeweils verwendeten prokaryontischen Wirtsor- 
ganismus. Eine derartige Uberexpression laBt sich beispielsweise dadurch erreichen, daB sich das Protein- 
disulf idisomerasegen unter Kontrolle eines starken, vorzugsweise induzierbaren Expressionssignals (z.B. ei- 
nes lac-Promotors Oder Derivaten davon) befindet Vorzugsweise erfolgt die Uberexpression des PDI-Gens 
in "operativer Verknupfung* mit einem Signalpeptid zum Durchdringen innerer bakterieller Membranen. Be- 
sonders bevorzugt wird zu diesem Zweck die naturliche PDI-Signalsequenz verwendet. 

In einer Ausfuhrungsform des erf indungsgemaBen Verfahrens kann beispielsweise die fur das zu sekre- 
tierende Protein kodierende rekombinante DNA und das Protendisulf idisomerasegen auf einem einzigen Ex- 
pressionsvektor in der Wirtszelle vorliegen. Dieser Expressionsvektor ist vorzugsweise ein extrachromoso- 
maler Vektor, d.h. ein Plasmid, er kann jedoch auch integriert im Chromosom der Wirtszelle vorliegen (z,B. 
Lambda-Phage). Bei Verwendung eines einzigen Expressionsvektors ist es bevorzugt, daB sich die 
rekombinante DNA und das Proteindisulf idisomerasegen unter Kontrolle eines einzigen Expressionssignals, 
d.h. in Form eines dicistronischen Operons bef inden. 

Andererseits ist es jedoch moglich, daB sich die fur das zu sekretierende Protein kodierende rekombinante 
DNA und das Proteindisulfidisomerasegen auf zwei miteinander kompatiblen extrachromosomalen Expres- 
sionsvektoren jeweils unter Kontrolle eines eigenen Expressionssignals (Promotors) bef inden. 

Die vorliegende Erf indung soil weiterhin durch die folgenden Beispiele in Verbindung mit den Abbildungen 
1 und 2 sowie den SEQ ID NO: 1 - 5 verdeutlicht werden. 

Abb. 1 zeigt einen Immunblot zum Nachweis von loslichem, prozessiertem RBI nach Zugabe unter- 

schiedlicher Mengen von Glutathion ins Nahrmedium. 
Abb. 2 zeigt eine schematische Darstellung des Expressionsplasmids pRBIa1-PDI. 

SEQ ID NO:1 zeigt die DNA-Sequenz des zur Coexpression von RBI und der Proteindisulf id isomerase 
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(PDI) aus E.coli W3110 verwendeten Plasmids pRBIa1-PDI. 
SEQ ID N02 zeigt die Sequenz des OmpA/RBI Gens. Die doppelstrangige DNAwird aus 14 synthetischen 
OligonuWeotiden zusammengesetzt und durch die Restriktionsschnittstellen Xbal und 
Hindlll begrenzt Der im Sequenzprotokoll gezeigte DNA-Strang ist aus 7 OligonuWeotiden 
zusammengesetzt, die folgenden Abschnitten entsprechen: 
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Der Gegenstrang ist ebenfalls aus 7 OligonuWeotiden gebildet, die zu folgenden Abschnitten 
des gezeigten DNA-Stranges komplementar stnd: 
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SEQ ID NO: 3 zeigt die Sequenz des Proteindisulf idisomerasegens mit der naturlichen Signalsequenz und 

ribosomaler Bindungssteile. 
SEQ ID NO: 4 zeigt den N-terminalen Primer zur Amplif izierung des PDI-Gens. 
SEQ ID NO: 5 zeigt den C-terminalen Primer zur Amplif izierung des PDI-Gens. 

Beispiel 1 

Gensynthese 

Verbemerkung: 

Molekulargenetische Techniken beruhten auf Maniatis et al. (Molecular Cloning. A Laboratory Manual 
(1982), Cold Spring Harbor Laboratory, New York), Oligonukleotide wurden nach dem 
Phosphoramiditverfahren (Sinha et al., NucLAcids Res. 12 (1984), 4539-4557; Kaplan, B.E., Trends 
Biotechnol.3 (1985), 253-256) auf einem automatischen Synthesegerat Typ 380A der Firma Applied Biosy- 
stems GmbH hergestellL 

Das synthetische Gen, das fur die Fusion zwischen der OmpA-Signalsequenz und RBI kodiert, wurde aus 
14 synthetischen OligonuWeotiden zusammengesetzt (SEQ ID NO: 2). Die Oligonukleotide wurden durch Po- 
lyacrylamid/Harnstoff-Gelelektrophorese gereinigt und mit Ausnahme der beiden uberstehenden 
Oligonukleotide am 5'- und am 3'-Ende des Gens jeweils an ihren 5'-Enden phosphoryliert Danach wurden 
alle Oligonukleotide in aquimolaren Verhaltnissen vereinigt und in einem einzigen Ansatz hybridisiert und li- 
giert Das Gen wird durch die Restriktionsstellen Xbal und Hindill begrenzt. Die Aminosauren der OmpA- 
Signalsequenz sind mit negativem Vorzeichen gekennzeichnet. 
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Beispiel 2 

Konstruktion des Expressionsplasmids pRBIa 1 

Das nach Beispiel 1 erhaltene synthetische Gen wurde uber die Restriktionsstellen Xbal und Hindlll in 
das Expressionsplasmid pASK40 (Skerra et al., BIO/TECHNOLOGY 9 (1991), 273-278) kloniert Die Sequenz 
des synthetischen Gens wurde durch Didesoxy-Sequenzierung uberpruft Das resultierende Plasmid wurde 
pRBIal bezeichnet. 

Beispiel 3 

FunktionaJe Expression von RBI im Periplasms von E.coli 

Eine stationare Obernachtkultur von E.coli JM83 (Yann is h- Perron et al., Gene 33 (1985), 103-119), die 
mit pRBIal transformiert worden war, wurde in Verhaltnis 1:100 in 2,5 1 LB-Medium (1 1 LB-Medium enthalt 10 
g Bacto-Trypton (Difco Factories, Detroit, Michigan, USA), 5 g Yeast-Extrakt (Difco Factories) und 5 g NaCI, 
pH 7,4) mit Ampicillin (100 ng/ml) verdunnt und bei 26°C geschuttelt, bis eine OD550 von 1,0 erreicht war. Da- 
nach wurde die Kultur in 9 identische 250 ml-Portionen unterteilt, jede Kultur mit IPTG (Isopropyt-p-D-galac- 
tosid; Endkonzentration 1 mmol/l) induziert, jedoch mit unterschiedlichen Mengen Glutathion (GSH) versetzt 
Die Zellen wurden uber Nacht bei 26°C weitergeschuttelt und durch Zentrifugation geerntet (Sorvall SS34, 
4°C, 5000 Upm, 15 Minuten). Danach wurden die Zellen bei 4°C in 100 mmol/l Tris/HCI pH 7,5, 20 mmol/l Na- 
EDTA aufgenommen, so da& Zelldichten von jeweils 200 (ODgeo) erhalten wurden. Die Zellen wurden darauf 
in einer French Pressure-Zellpresse (Aminco) bei 18000 PSI lysiert Die Lysate wurden zentrifugiert (Sorvall 
SS34, 4°C, 15000 Upm, 30 Minuten) und die loslichen Oberstinde auf ihren Gehalt an Idslichem, funktionalem 
RBI untersucht 

Jeweiis5 uJ dererhaltenen loslichen Uberstande wurden auf einem 15 %igen Polyacrylamid/SDS-Gel auf- 
getren nt (Fling & Gregerson, Anal.Biochem. 1 55 (1 986) 83-88). Die aufgetrennten Proteine wurden durch Elek- 
troelution auf ein Nit rocellulosemem bran ubertragen und die RBI-Banden mit Hilfe eines Anti-RBI-Kaninchen- 
antikorpers immunspezifisch gefarbt Das Immunblotting wurde nach Blake et al., Anal.Biochem. 136 (1984), 
175-1 79 durchgefuhrt. 

Abb. 1 zeigt eine Analyse der Expressionsausbeuten an Idslichem RBI durch Immunblotting. Spur 1 stellt 
einen Molekulargewichtsstandard dar. In Spur2 wurden 0,8 u.g RBI, gereinigt aus Eleusine coracana Gaertneri 
aufgetragen. Auf den Spuren 3 bis 6 wurden aquivalente Mengen der Zellextrakte mit unterschiedlichen Zu- 
gabemengen an Glutathion aufgetragen. In Spur 3 erfolgte keine GSH-Zugabe zum Kulturmedium. In Spuren 
4, 5 und 6 wurden dem Kulturmedium 1 mmol/l, 5 mmol/l bzw. 10 mmol/l GSH zugesetzt 

Als Antikorper wurde ein polyklonales Anti-RBI-Antiserum verwendet, das nach Standardmethoden (siehe 
z.B. Sambrook et ai. f Molecular Cloning. A Laboratory Manual (1989), Cold Spring Harbor Laboratory Press, 
Kapitel 18) durch zweimalige Immunisierung eines Neuseelandkaninchens mit gereinigtem RBI aus Eleusine 
coracana Gaertneri hergesteilt wurde. 

Aus der Abbildung geht hervor, daB der Zusatz von GSH die Intensitat der immunspezifisch angefarbten 
Bande verstarkt Dies ist insbesondere bei Konzentrationen von 5 mmol/l und 10 mmol/l GSH ersichtlich. 

Durch Bestimmung der inhibitorischen Aktivitat gegenuber Trypsin aus Rinderpankreas wurde die RBI- 
Menge in den loslichen Anteilen dererhaltenen Zellextrakte quantitat'rv bestimmt Es konnte gezeigt werden, 
daB die Menge an intrazellularem, funktionalem Inhibitor bis zum 5-fachen gegenuber der Expression ohne 
die beschriebenen Mediumzusatze gesteigert werden kann (Tabelle 1). 

Ferner ist aus Tabelle 1 ersichtlich, daB auch durch Zusatz eines Gemisches von reduziertem Glutathion 
(GSH) und Glutathiondisulf id (GSSG) eine Verbesserung der Ausbeute an funktionalem Inhibitor erhalten wird. 

Bei alien durchgefuhrten Tests wurden 5 \ig Trypsin aus Rinderpankreas in 1 ml 100 mmol/l NaCI, 50 
mmol/l Tris/HCI pH 8,0, 10 mmol/l Cad 2 , 0,005 % (v/v) Triton X-100 mit der zu bestimmenden Menge an RBI 
30 Minuten bei 25°C inkubiert Nach Zugabe von 20 uJ 10 mmol/l N-a-Benzoyi-L-arginin-4-nitranilid 
(chromogenes Testsubstrat) wurde die Restaktivitatdes Trypsins durch Registrierung derzeitlichen Zunahme 
der Absorption bei 405 nm bestimmt. Die Inhibitorkonzentration im Test wurde aus der Differenz zwischen 
der Aktivitat des freien Enzyms (ohne Zugabe des Inhibitors) und der jeweils gemessenen Restaktivitat er- 
mittelL 

Tabelle 1 zeigt die Expressionssteigerung von funktionalem RBI durch Zusatz von GSH bzw. eines Ge- 
misches aus GSH und GSSG. 
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Tabelle 1 





mg / 1 - OD* 


relative 
Zunahroe 


mg/1* 


relative 
Zunahme 


ohne GSH 


0,07 


1,0 


0,36 


1,0 


5 mmol/1 GSH 


0,37 


5,3 


1,65 


4,6 


10 mmol/1 GSH 


0,34 


4,9 


1,38 


3,8 


5 mmol/1 GSH + 










1 mol/1 GSSG 


0,25 


3,9 


1,18 


2,7 



* Die Ausbeuten an intrazellularem, f unktionalem RBI sind in 
mg/1 OD (Liter x optische Dichte), die Volumenausbeuten 
in mg/1 angegeben. 



25 Beispiel 4 

Verwendung von N-Acetyl-L-Cystein als weiteres Thiolreagenz 

Wie im Beispiel 3 beschrieben, werden Kulturen von E.coli JM83, die mit dem Plasmid pRBIal transfor- 
miert worden waren, bei 26°C im LB-Medium mit Ampicillin (100 ng/ml) vermehrt und bei einer OD«o = 1 mit 
30 IPTG (Endkonzentration: 1 mmoi/l) induziert Gleichzeitig erfolgte die Zugabe von N-Acetyt-L-Cystein in fester 
form (Endkonzentration: 5 und 10 mmol/l). Die Kulturen wurden dann uber Nacht weitergeschutteitund, wie 
in Beispiel 3 beschrieben, durch Trypsin-lnhibitionstests auf ihren Gehalt an f unktionalem RBI untersucht Die 
Ergebnisse sind in Tabelle 2 zusammengefa&t und zeigen, daft der Konzentrationsbereich, in dem das N-Ace- 
tyl-L-Cystein wirkt, dem des reduzierenden Glutathions sehr ahnlich ist 

35 
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Tabelle 2 

Expression von funktionalem RBI durch Zusatz von N-Acetyl- 
Cystein 



Zusatz im Medium 


mg/1- OD* 


relative 
Zunahme 


mg/1* 


relative 
Zunahme 


ohne Zusatz 
5 mmol/1 


0,07 


1/0 


0,36 


1/0 


Ac ety 1 -Cy stein 
10 mmol/1 


0,31 




1/27 


3,5 


N-Ac ety 1-Cy stein 
5 mmol/1 GSH 


0,25 
0,37 


3,6 
5/3 


0,83 
1,65 


2/3 
4,6 



* Die Ausbeuten an intrazellularem, funktionalem RBI sind in 
mg/1- OD, die Volumenausbeuten in mg/1 angegeben. Die Bestim- 
mung der RBI-Aktivitat erfolgte durch Trypsin-Inhibitions- 
tests im loslichen Teil des Gesamtzellextrakts (vgl. Beispiel 
3). 



Beispiel 5 

Coexpression und Cosekretion von periplasmatischer Proteindisulf idisomerase (PDI) und gleichzeitige Zuga- 
be von Thiolreagenzien ins Kulturmedium 

Zur Coexpression der wirtseigenen, periplasmatischen Proteindisulf idisomerase (PDI) wurde zunfichst 
das PDI-Gen aus dem Genom des Ecoli K12 Wildtypstamms W3110 (Bachmann, B.J. (1972), Bacteriol.Rev. 
36, 525-557) durch Polymerase-Kettenreaktion (PCR) amplif iziert. Dabei diente die bekannte Basensequenz 
des Gens (Bardwell, J.C.A., McGovern, K.& Beckwith, J. t "Identification of a Protein Required for Disulfide 
Bond Formation in vivo", Cell, 67, (1991), 581-589) als Ausgangspunkt fur die Planung der entsprechenden 
Oligonukleotidprimer. 

Zur Amplif izierung des PDI-Gens wurden folgende Oligonukleotide als Primer verwendet: 
N-terminaler Primer: (SEQ ID NO: 4) 

5 ' TTGCAATTAACAAAGCTTGAATTCTCGGAGAGAGTAGATCATGAiAAAGAT 3' 
C-terminaler Primer: (SEQ ID NO: 5) 

5 ' GGGCTTTATGTAAAGCTTGGATCCTTATTTTTTCTCGGACAGATATTTC 3 ' 

Das amplifizierte DNA-Fragment, das das komplette Gen der PDI inklusive Signalsequenz und riboso- 
maler Bindungsstelle enthalt, wurde isoliert und mit den Restriktionsenzymen Hindlll und BamHI geschnitten. 
Das Plasmid pRBIal wurde mit denselben Enzymen verdaut, das Vektorfragment isoliert und mit dem PDI- 
Gen ligiert Das resultierende Plasmid pRBIa1-PDI enthalt die Gene fur OmpA/RBI und PDI alsdicistronisches 
Operon unter der Kontrolle des lac-Promotors (Abb. 2). Die vollstandige Nukleotidsequenz des Plasmids ist 
in SEQ ID NO: 1 dokumentiert. 

Zur Analyse des Effekts der Coexpression und Cosekretion von PDI wurde E.coli JM83 mit dem Plasmid 
pRBI-PDI transformiert. 

Die Anzucht und die Bestimmung der gebildeten intrazeilularen RBI-Mengen erfolgte wie in den Beispielen 
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3 und 4 beschrieben. Die Analyse ergab, dad die Coexpression und Cosekretion von PDI nur bei gleichzeitiger 
Zugabe von reduziertem Gtutathion zu einer Ausbeutesteigerung f uhrt, die erheblich uber der bei alleiniger 
Zugabe von Glutathion beobachteten Ausbeutesteigerung liegt, wahrend die aJleinige Expression von PDI 
uberhaupt keinen Effekt auf die Menge an f unktionalem, peripiasmatischem RBI hat (Tabelle 3). 



Tabelle 3 

Expressionssteigerung von funktionalem RBI durch Koexpression 
von PDI aus E.coli 



Zusatz im Medium 


mg/1- OD* 


relative 
Zunahme 


mg/1* 


relative 
Zunahme 


ohne Zusatz 


0,08 


1,0 


0,38 


1,0 


5 mmol/1 GSH 


0,37 


4,6 


1,65 


4,3 


PDI 


0,08 


1,0 


0,39 


1,0 


PDI + 1 mM GSH 


0,42 


6,0 


1,71 


4,4 


PDI + 5 mM GSH 


0,97 


13,7 


4,33 


11,1 


PDI + 10 mM GSH 


0,54 


7,7 


2,17 


5,6 


PDI + 1 mM GSH 










+ 0,5 mM GSSG 


0,38 


5,4 


2,00 


5,1 


PDI + 5 mM GSH 










+0,5 mM GSSG 


0,60 


8,6 


2,54 


6,5 


PDI + 10 mM GSH 










+ 0,5 mM GSSG 


0,46 


6,6 


1,93 


4,9 


PDI + 0,5 mM GSSG 


0,10 


1,4 


0,57 


1,5 



* Die Ausbeuten an intralzellularem, funktionalem RBI sind in 
mg/l-OD, die Volumenausbeuten in mg/1 angegeben. Die Bestim- 
mung der RBI-Aktivitat erfolgte durch Trypsin-Inhibitions- 
tests im loslichen Teil des Gesamtzellextrakts (vgl. Beispiel 
3). 
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5 





S EQUENZ PROTOKOLL 








SEQ ID NO:l: 






10 


LANGE: 4690 Basenpaare 

TYP: Nukleinsaure mit korrespondierendem Protein 
STRANGFORM: Doppel Strang 
TOPOLOGIE: 2irkular 






15 


NAME: Signalpeptid OmpA 
POSITION: 1328. ,1391 

NAME: reifes Peptid RBI 
POSITION: 1392.. 1756 






20 


NAME: Signalpeptid 
POSITION: 1789.. 1845 

NAME: reifes Peptid PDI 
OSITION: 1846.. 2412 ■ 








ACCCGACACC ATCGAATGGC GCAAAACCTT TCGCGGTATG GCATGATAGC 


GCCCGGAAGA 


60 


25 


GAGTCAATTC AGGGTGGTGA ATGTGAAACC AGTAACGTTA TACGATGTCG 


CAGAGTATGC 


120 




CGGTGTCTCT TATCAGACCG TTTCCCGCGT GGTGAACCAG GCCAGCCACG 


TTTCTGCGAA 


180 




AACGCGGGAA AAAGTGGAAG CGGCGATGGC GGAGCTGAAT TACATTCCCA ACCGCGTGGC 


240 


30 


ACAACAACTG GCGGGCAAAC AGTCGTTGCT GATTGGCGTT GCCACCTCCA 


GTCTGGCCCT 


300 




GCACGCGCCG TCGCAAATTG TCGCGGCGAT TAAATCTCGC GCCGATCAAC 


TGGGTGCCAG 


360 




CGTGGTGGTG TCGATGGTAG AACGAAGCGG CGTCGAAGCC TGTAAAGCGG 


CGGTGCACAA 


420 


35 


TCTTCTCGCG CAACGCGTCA GTGGGCTGAT CATTAACTAT CCGCTGGATG 


ACCAGGATGC 


480 


CATTGCTGTG GAAGCTGCCT GCACTAATGT TCCGGCGTTA TTTCTTGATG TCTCTGACCA 


540 




GACACCCATC AACAGTATTA TTTTCTCCCA TGAAGACGGT ACGCGACTGG 


GCGTGGAGCA 


600 




TCTGGTCGCA TTGGGTCACC AGCAAATCGC GCTGTTAGCG GGCCCATTAA 


GTTCTGTCTC 


660 


40 


GGCGCGTCTG CGTCTGGCTG GCTGGCATAA ATATCTCACT CGCAATCAAA 


TTCAGCqGAT 


720 




AGCGGAACGG GAAGGCGACT GGAGTGCCAT GTCCGGTTTT CAACAAACCA 


TGCAAATGCT 


780 




GAATGAGGGC ATCGTTCCCA CTGCGATGCT GGTTGCCAAC GATCAGATGG 


CGCTGGGCGC 


840 


45 


AATGCGCGCC ATTACCGAGT CCGGGCTGCG CGTTGGTGCG GATATCTCGG 


TAGTGGGATA 


900 




CGACGATACC GAAGACAGCT CATGTTATAT CCCGCCGTTA ACCACCATCA 


AACAGGATTT 


960 




TCGCCTGCTG GGGCAAACCA GCGTGGACCG CTTGCTGCAA CTCTCTCAGG 


GCCAGGCGGT 


1020 


50 


GAAGGGCAAT CAGCTGTTGC CCGTCTCACT GGTGAAAAGA AAAACCACCC 


TGGCGCCCAA 


1080 



55 
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TACGCAAACC GCCTCTCCCC GCGCGTTGGC CGATTCATTA ATGCAGCTGG CACGACAGGT 1140 

TTCCCGACTG GAAAGCGGGC AGTGAGCGCA ACGCAATTAA TGTGAGTTAG CTCACTCATT 1200 

10 AGGCACCCCA GGCTTTACAC TTTATGCTTC CGGCTCGTAT GTTGTGTGGA ATTGTGAGCG 1260 

GATAACAATT TCACACAGGA AACAGCTATG ACCATGATTA CGAATTTCTA GATAACGAGG 1320 

GCAAAAA ATG AAA AAG ACA GCT AFC GCG ATT GCA GTG GCA CTG GCC GGC 1369 
Met Lys Lys Thr Ala He Ala He Ala Val Ala Leu Ala Gly 
-21 -20 -15 -10 

15 

TTC GCT ACC GTA GCG CAG GCC TCT GTT GGT ACC TCT TGC ATC CCG GGT 1417 
Phe Ala Thr Val Ala Gin Ala Ser Val Gly Thr Ser Cys He Pro Gly 
-5 15 

ATG GCT ATC CCG CAC AAC CCA CTG GAC TCT TGT AGA TGG TAT GTG TCG 1465 
20 Met Ala He Pro His Asn Pro Leu Asp Ser Cys Arg Trp Tyr Val Ser 
10 15 20 25 

»CC CGC ACC TGC GGG GTT GGC CCT AGA CTG GCT ACT CAA GAA ATG AAA 1513 
Thr Arg Thr Cys Gly Val Gly Pro Arg Leu Ala Thr Gin Glu Met Lys 
30 35 40 

25 GCT CGT TGC TGC CGT CAG CTC GAG GCT ATC CCG GCG TAC TGT CGT TGC 1561 
Ala Arg Cys Cys Arg Gin Leu Glu Ala He Pro Ala Tyr Cys Arg Cys 
45 50 55 

GAA GCT GTT CGT "ATC CTG ATG GAC GGT GTT GTG ACG TCT TCT GGT CAG 1609 
Glu Ala Val Arg He Leu Met Asp Gly Val Val Thr Ser Ser Gly Gin 
30 60 65 70 

CAC GAA GGT CGT CTC CTG CAG GAT CTC CCA GGT TGC CCG CGT CAG GTA 1657 
His Glu Gly Arg Leu Leu Gin Asp Leu Pro Gly Cys Pro Arg Gin Val 
75 80 85 



35 



40 



45 



50 



CAG CGT GCT TTC GCT CCG AAA CTG GTT ACT GAA GTT GAA TGC AAC CTG 1705 
Gin Arg Ala Phe Ala Pro Lys Leu Val Thr Glu Val Glu Cys Asn Leu 
90 95 100 105 

GCG ACT ATC CAT GGT GGC CCG TTC TGC CTG TCT CTG CTG GGT GCT GGT 1753 
Ala Thr He His Gly Gly Pro Phe Cys Leu Ser Leu Leu Gly Ala Gly 
110 115 120 

GAA TGATAAGCTT GAATTCTCGG AGAGAGTAGA TC ATG AAA AAG ATT TGG CTG 1806 
Glu Met Lys Lys He Trp Leu 

-19 -15 

GCG CTG GCT GGT TTA GTT TTA GCG TTT AGC GCA TCG GCG GCG CAG TAT 1854 
Ala Leu Ala Gly Leu Val Leu Ala Phe Ser Ala Ser Ala Ala Gin Tyr 
-10 -5 1 

GAA GAT GGT AAA CAG TAC ACT ACC CTG GAA AAA CCG GTA GCT GGC GCG 1902 
Glu Asp Gly Lys Gin Tyr Thr Thr Leu Glu Lys Pro Val Ala Gly Ala 
5 10 15 



55 
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CCG CAA GTG CTG GAG TTT TTC TCT TTC TTC TGC CCG CAC TGC TAT CAG 1950 
Pro Gin Val Leu Glu Phe Phe Ser Phe Phc Cys Pro His Cys Tyr Gin 
20 25 30 35 

10 TTT GAA GAA GTT CTG CAT ATT TCT GAT AAT GTG AAG AAA AAA CTG CCG 1998 

Phe Glu Glu Val Leu His lie Ser Asp Asn Val Lys Lys Lys Leu Pro 
40 45 50 

GAA GGC GTG AAG ATG ACT AAA TAC CAC GTC AAC TTC ATG GGT GGT GAC 2046 
Glu Gly Val Lys Met Thr Lys Tyr His Val Asn Phe Met Gly Gly Asp 
15 55 60 65 

CTG GGC AAA GAT CTG ACT CAG GCA TGG GCT GTG GCG ATG GCG CTG GGC 2094 
Leu Gly Lys Asp Leu Thr Gin Ala Trp Ala Val Ala Met Ala Leu Gly 

70 75 80 . 



20 



25 



GTG GAA GAC AAA GTG ACT GTT CCG CTG TTT GAA GGC GTA CAG AAA ACC 2142 
Val Glu Asp Lys Val Thr Val Pro Leu Phe Glu Gly Val Gin Lys Thr 
85 90 95 

-AG ACC ATT CGT TCT GCT TCT GAT ATC CGC GAT GTA TTT ATC AAC GCA 2190 
Gin Thr lie Arg Ser Ala Ser Asp lie Arg Asp Val Phe lie Asn Ala 
100 105 HO 115 

GGT ATT AAA GGT GAA GAG TAC GAC GCG GCG TGG AAC AGC TTC GTG GTG 2238 
Gly lie Lys Gly Glu Glu Tyr Asp Ala Ala Trp Asn Ser Phe Val Val 
120 125 130 

AAA TCT CTG GTC GCT CAG CAG GAA AAA GCT GCA GCT GAC GTG CAA TTG 2286 
Lys Ser Leu Val Ala Gin Gin Glu Lys Ala Ala Ala Asp Val Gin Leu 
30 135 140 145 

CGT GGC GTT CCG GCG ATG TTT GTT AAC GGT AAA TAT CAG CTG AAT CCG 2334 
Arg Gly Val Pro Ala Met Phe Val Asn Gly Lys Tyr Gin Leu Asn Pro 
150 155 160 

35 CAG GGT ATG GAT ACC AGC AAT ATG GAT GTT TTT GTT CAG CAG TAT GCT 2382 
Gin Gly Met Asp Thr Ser Asn Met Asp Val Phe Val Gin Gin Tyr Ala 
165 170 175 

GAT AC A GTG AAA TAT CTG TCC GAG AAA AAA TAAGGATCCC CACGCGCCCT 2432 
Asp Thr Val Lys Tyr Leu Ser Glu Lys Lys 
180 185 



40 



45 



50 



GTAGCGGCGC ATTAAGCGCG GCGGGTGTGG TGGTTACGCG CAGCGTGACC GCTACACTTG 2492 

CCAGCGCCCT AGCGCCCGCT CCTTTCGCTT TCTTCCCTTC CTTTCTCGCC ACGTTCGCCG 2552 

GCTTTCCCCG TCAAGCTCTA AATCGGGGCA TCCCTTTAGG GTTCCGATTT AGTGCTTTAC 2612 

GGCACCTCGA CCCCAAAAAA CTTGATTAGG GTGATGGTTC ACGTAGTGGG CCATCGCCCT 2672 

GATAGACGGT TTTTCGCCCT TTGACGTTGG AGTCCACGTT CTTTAATAGT GGACTCTTGT 2732 

TCCAAACTGG AACAACACTC AACCCTATCT CGGTCTATTC TTTTGATTTA TAAGGGATTT 2792 

TGCCGATTTC GGCCTATTGG TTAAAAAATG AGCTGATTTA ACAAAAATTT AACGCGAATT 2852 
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10 



15 



20 



25 



30 



35 



40 



45 



50 



TTAACAAAAT ATTAACGTTT ACAATTTCAG GTGGCACTTT TCGGGGAAAT GTGCGCGGAA 2912 

CCCCTATTTG TTTATTTTTC TAAATACATT CAAATATGTA TCCGCTCATG AGACAATAAC 2972 

CCTGATAAAT GCTTCAATAA TATTGAAAAA GGAAGAGTAT GAGTATTCAA CATTTCCGTG 3032 

TCGCCCTTAT TCCCTTTTTT GCGGCATTTT GCCTTCCTGT TTTTGCTCAC CCAGAAACGC 3092 

TGGTGAAAGT AAAAGATGCT GAAGATCAGT TGGGTGCACG AGTGGGTTAC ATCGAACTGG 3152 

ATCTCAACAG CGGTAAGATC CTTGAGAGTT TTCGCCCCGA AGAAC GTTTT CCAATGATGA 3212 

GCACTTTTAA AGTTCTGCTA TGTGGCGCGG TATTATCCCG TATTGACGCC GGGCAAGAGC 3272 

AACTCGGTCG CCGCATACAC TATTCTCAGA ATGACTTGGT TGAGTACTCA CCAGTCACAG 3332 

AAAAGCATCT TACGGATGGC ATGACAGTAA GAGAATTATG CAGTGCTGCC ATAACCATGA 3392 

GTGATAACAC TGCGGCCAAC TTACTTCTGA CAACGATCGG AGGACCGAAG GAGCTAACCG 3452 

CTTTTTTGCA CAACATGGGG GATCATGTAA CTCGCCTTGA TCGTTGGGAA CCGGAGCTGA 3512 

ATGAAGCCAT ACCAAACGAC GAGCGTGACA CCACGATGCC TGTAGCAATG GCAACAACGT 3572 

TGCGCAAACT ATTAACTGGC GAACTACTTA CTCTAGCTTC CCGGCAACAA TTAATAGACT 3632 

GGATGGAGGC GGATAAAGTT GCAGGACCAC TTCTGCGCTC GGCCCTTCCG GCTGGCTGGT 3692 

TTATTGCTGA TAAATCTGGA GCCGGTGAGC GTGGGTCTCG CGGTATCATT GCAGCACTGG 3752 

GGCCAGATGG TAAGCCCTCC CGTATCGTAG TTATCTACAC GACGGGGAGT CAGGCAACTA 3812 

TGGATGAACG AAATAGACAG ATCGCTGAGA TAGGTGCCTC ACTGATTAAG CATTGGTAAC 3872 

TGTCAGACCA AGTTTACTCA TATATACTTT AGATTGATTT AAAAC TTC AT TTTTAATTTA 3932 

AAAGGATCTA GGTGAAGATC CTTTTTGATA ATCTCATGAC CAAAATCCCT TAACGTGAGT 3992 

. JTTCGTTCCA CTGAGCGTCA GACCCCGTAG AAAAGATCAA AGGATCTTCT TGAGATCCTT 4052 

TTTTTCTGCG CGTAATCTGC TGCTTGCAAA CAAAAAAACC ACCGCTACCA GCGGTGGTTT 4112 

GTTTGCCGGA TCAAGAGCTA CCAACTCTTT TTCCGAAGGT AACTGGCTTC AGCAGAGCGC 4172 

AGATACCAAA TACTGTCCTT CTAGTGTAGC CGTAGTTAGG CCACCACTTC AAGAACTCTG 4232 

TAGCACCGCC TACATACCTC GCTCTGCTAA TCCTGTTACC AGTGGCTGCT GCCAGTGGCG 4292 

ATAAGTCGTG TCTTACCGGG TTGGACTCAA GACGATAGTT ACCGGATAAG GCGCAGCGGT 4352 

CGGGCTGAAC GGGGGGTTCG TGCACACAGC CCAGCTTGGA GCGAACGACC TACACCGAAC 4412 

TGAGATACCT ACAGCGTGAG CTATGAGAAA GCGCCACGCT TCCCGAAGGG AGAAAGGCGG 4472 

ACAGGTATCC GGTAAGCGGC AGGGTCGGAA CAGGAGAGCG CACGAGGGAG CTTCCAGGGG 4532 
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GAAACGCCTG GTATCTTTAT AGTCCTGTCG GGTTTCGCCA CCTCTGACTT GAGCGTCGAT 4592 
TTTTGTGATG CTCGTCAGGG GGGCGGAGCC TATGGAAAAA CGCCAGCAAC GCGGCCTTTT 4652 
5 TACGGTTCCT GGCCTTTTGC TGGCCTTTTG CTCACATG 4 5 90 
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SEQ ID NO: 2: 

LANGE: 460 Basenpaare 

TYP: Nukleinsaure mit korrespondierendem Protein 
STRANGFORM: Doppel Strang 
TOPOLOGIE: linear 

NAME: Signalpeptid 
POSITION: 22.. 85 

NAME: Signalpeptide 
POSITION: 86.. 451 

TCTAGATAAC GAGGGCAAAA A ATG AAA AAG .ACA GCT ATC GCG ATT GCA GTG 

Met Lys Lys Thr Ala He Ala He Ala Val 
-21 -20 -15 

GCA CTG GCC GGC TTC GCT ACC GTA GCG CAG GCC TCT GTT GGT ACC TCT 
..ila Leu Ala Gly Phe Ala Thr Val Ala Gin Ala Ser Val Gly Thr Ser 
-10 -5 1 5 

TGC ATC CCG GGT ATG GCT ATC CCG CAC AAC CCA CTG GAC TCT TGT AGA 
Cys He Pro Gly Met Ala He Pro His Asn Pro Leu Asp Ser Cys Arg 
10 15 20 

TGG TAT GTG TCG ACC CGC ACC TGC GGG GTT GGC CCT AGA CTG GCT ACT 
Trp Tyr Val Ser Thr Arg Thr Cys Gly Val Gly Pro Arg Leu Ala Thr 
25 30 35 

CAA GAA ATG AAA GCT CGT TGC TGC CGT CAG CTC GAG GCT ATC CCG GCG 
Gin Glu Met Lys Ala Arg Cys Cys Arg Gin Leu Glu Ala He Pro Ala 
40 45 50 

TAC TGT CGT TGC GAA GCT GTT CGT ATC CTG ATG GAC GGT GTT GTG ACG 
Tyr Cys Arg Cys Glu Ala Val Arg lie Leu Met Asp Gly Val Val Thr 
55 60 65 

.JCT TCT GGT CAG CAC GAA GGT CGT CTC CTG CAG GAT CTC CCA GGT TGC 
Ser Ser Gly Gin His Glu Gly Arg Leu Leu Gin Asp Leu Pro Gly Cys 
70 75 80 85 

CCG CGT CAG GTA CAG CGT GCT TTC GCT CCG AAA CTG GTT ACT GAA GTT 
Pro Arg Gin Val Gin Arg Ala Phe Ala Pro Lys Leu Val Thr Glu Val 
90 95 100 

GAA TGC AAC CTG GCG ACT ATC CAT GGT GGC CCG TTC TGC CTG TCT CTG 
Glu Cys Asn Leu Ala Thr He His Gly Gly Pro Phe Cys Leu Ser Leu 
105 HO H5 

CTG GGT GCT GGT GAA T GATAAGCTT 
Leu Gly Ala Gly Glu 
120 
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SEQ ID NO:3: 
LANGE: 639 Basenpaare 

TYP: Nukleinsaure mit korrespondierendem Protein 
STRANGFORM: Doppelstrang 
TOPOLOGIE: linear 

NAME: Signalpeptid 
POSITION: 16.. 72 

NAME: Signalpeptid 
POSITION: 73.. 639 

CGGAGAGAGT AGATC ATG AAA AAG ATT TGG CTG GCG CTG GCT GGT TTA GTT 51 
Met Lys Lys lie Trp Leu Ala Leu Ala Gly Leu Val 
-19 -15 -10 

TTA GCG TTT AGC GCA TCG GCG GCG CAG TAT GAA GAT GGT AAA CAG TAC 99 
.^eu Ala Phe Ser Ala Ser Ala Ala Gin Tyr Glu Asp Gly Lys Gin Tyr 
-5 1 5 

ACT ACC CTG GAA AAA CCG GTA GCT GGC GCG CCG CAA GTG CTG GAG TTT 147 
Thr Thr Leu Glu Lys Pro Val Ala Gly Ala Pro Gin Val Leu Glu Phe 
25 10 15 20 25 

TTC TCT TTC TTC TGC CCG CAC TGC TAT CAG TTT GAA GAA GTT CTG CAT 195 
Phe Ser Phe Phe Cys Pro His Cys Tyr Gin Phe Glu Glu Val Leu His 
30 35 40 

30 ATT TCT GAT AAT GTG AAG AAA AAA CTG CCG GAA GGC GTG AAG ATG ACT 243 
lie Ser Asp Asn Val Lys Lys Lys Leu Pro Glu Gly Val Lys Met Thr 
45 50 55 

AAA TAC CAC GTC AAC TTC ATG GGT GGT GAC CTG GGC AAA GAT CTG ACT 291 
Lys Tyr His Val Asn Phe Met Gly Gly Asp Leu Gly Lys Asp Leu Thr 
35 6° 65 70 

JAG GCA TGG GCT GTG GCG ATG GCG CTG GGC GTG GAA GAC AAA GTG ACT 339 
Gin Ala Trp Ala Val Ala Met Ala Leu Gly Val Glu Asp Lys Val Thr 
75 80 85 

GTT CCG CTG TTT GAA GGC GTA CAG AAA ACC CAG ACC ATT CGT TCT GCT 387 
40 Val Pro Leu Phe Glu Gly Val Gin Lys Thr Gin Thr lie Arg Ser Ala 
90 95 100 105 

TCT GAT ATC CGC GAT GTA TTT ATC AAC GCA GGT ATT AAA GGT GAA GAG 4 35 

Ser Asp lie Arg Asp Val Phe He Asn Ala Gly He Lys Gly Glu Glu 
110 115 120 



45 



50 



TAC GAC GCG GCG TGG AAC AGC TTC GTG GTG AAA TCT CTG GTC GCT CAG 483 
Tyr Asp Ala Ala Trp Asn Ser Phe Val Val Lys Ser Leu Val Ala Gin 
125 130 135 



55 
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CAG GAA AAA GCT GCA GCT GAC GTG CAA TTG CGT GGC GTT CCG GCG ATG 531 
Gin Glu Lys Ala Ala Ala Asp Val Gin Leu Arg Gly Val Pro Ala Met 
140 145 150 

TTT GTT AAC GGT AAA TAT CAG CTG AAT CCG CAG GGT ATG GAT ACC AGC 579 
Phe Val Asn Gly Lys Tyr Gin Leu Asn Pro Gin Gly Met Asp Thr Ser 
155 160 165 

AAT ATG GAT GTT TTT GTT CAG CAG TAT GCT GAT ACA GTG AAA TAT CTG 627 
Asn Met Asp Val Phe Val Gin Gin Tyr Ala Asp Thr Val Lys Tyr . Leu 
170 175 180 185 

TCC GAG AAA AAA 639 
Ser Glu Lys Lys 



SEQ ID NO. 4: 

LANGE : 51 Basen 
TYP: Nukleinsaure 
STRANGFORM: Einzelstrang 
TOPOLOGIES linear 

TTGCAATTAA CAAAGCTTGA ATTCTCGGAG AGAGTAGATC ATGAAAAAGA T 51 



SEQ ID NO. 5: 

LANGE: 4 9 Basen 
TYP: Nukleinsaure 
STRANGFORM: Einzelstrang 
TOPOLOGIE: linear 

GGGCTTTATG TAAAGCTTGG ATCCTTATTT TTTCTCGGAC AGATATTTC 49 



Patentanspruche 

1. Verfahren zur Steigerung der Ausbildung der naturlichen Proteinkonformation bei der Sekretion von di- 
sulfidverbruckten Proteinen durch einen prokaryontischen Wirtsorganismus, der eine rekombinante DNA 
enthalt, die fur das sekret ierte Protein kodiert, worin man den Wirtsorganismus in einem geeigneten Nahr- 
medium unter geeigneten Bedingungen fur die Expression der rekombinanten DNA zuchtet, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS man ein Nahrmedium mit einem Gehalt von 0,1 bis 20 mmol/l eines oder mehrerer Thiolreagenzien 
verwendet 

2. Verfahren nach Anspruch 1 , 
dadurch gekennzeichnet, 

daG man ein Nahrmedium mit einem Gehalt von 1 bis 15 mmol/l eines Oder mehrerer Thiotreagenzien 
verwendet. 
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3. Verfahren nach Anspruch 2, 
dadurch gekennzeichnet, 

dad man ein Nahrmedium mit einem Gehalt von 3 bis 12 mmol/l eines Oder mehrerer Thiolreagenzien 
verwendet 

4. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 3, 
dadurch gekennzeichnet, 

dad man reduzierende Thiolreagenzien mit SH-Gruppen verwendet 

5. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 4, 
dadurch gekennzeichnet, 

daft man reduzierende Thiolreagenzien mit einer SH-Gruppe pro Molekul verwendet 

6. Verfahren nach Anspruch 5 t 
dadurch gekennzeichnet, 

dad man als reduzierende Thiolreagenzien Glutathion (GSH), Cystein, N-Acetylcystein, Cysteamin, 0- 
Mercaptoethanol oder Gemische davon verwendet 

7. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 3, 
dadurch gekennzeichnet, 

dad man ein Gemisch von reduzierenden Thiolreagenzien mit SH-Gruppen und oxidierenden Thiolrea- 
genzien mit Disurfidgruppen verwendet 

8. Verfahren nach Anspruch 7, 
dadurch gekennzeichnet, 

dad das molare Verhaltnis von reduzierenden zu oxidierenden Thiolreagenzien 2:1 bis 20:1 betragt 

9. Verfahren nach einem der Anspruche 7 bis 8, 
dadurch gekennzeichnet, 

dad man ein Gemisch aus reduziertem Glutathion (GSH) und Glutathiondisulf id (GSSG) verwendet 

10. Verfahren nach Anspruch 9, 
dadurch gekennzeichnet, 

daft die fur das sekretierte Protein kodierende rekombinante DNA in operatrver Verknupfung mit einem 
DNA-Fragment stent, das fur ein Signalpeptid zum Durchdringen von inneren bakteriellen Membranen ko- 
diert 

11. Verfahren nach Anspruch 10, 
dadurch gekennzeichnet, 

dad das Signalpeptid aus dem E.coli OmpA Protein stammt 

12. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 11, 
dadurch gekennzeichnet, 

dad sich die fur das sekretierte Protein kodierende rekombinante DNAunter Kontrolle eines induzierbaren 
Express ionssignals befindet 

13. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, 

dad man dem Nahrmedium weiterhin ein oder mehrere Mono- oder/und Oligosaccharide zusetzt, die vom 
Wirtsorganismus nicht metaboiisiert werden konnen. 

14. Verfahren nach Anspruch 13, 
dadurch gekennzeichnet, 

dad man ein oder mehrere Mono- oder/und Oligosaccharide ausgewahlt aus der Gruppe, bestehend aus 
Sorbose, Saccharose, Raff inose oder Gemischen davon, verwendet. 

15. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, 

dad man in einem Wirtsorganismus zusammen mit der Expression derf Or das zu sekretierende, disulf id- 
verbruckte Protein kodierenden rekombinanten DNAeine Oberexpression eines Proteindisulfidisomera- 
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segens durchfuhrt 



Claims 

1. Process for increasing the formation of the natural protein conformation when disulf ide-bonded proteins 
are secreted by a prokaryotic host organism that contains a recombinant DNA coding for the secreted 
protein in which the host organism is cultured in a suitable culture medium under suitable conditions for 
the expression of the recombinant DNA, 

wherein 

a culture medium containing 0.1 to 20 mmol/l of one or several thiol reagents is used. 

2. Process as claimed in claim 1, 
wherein 

a culture medium containing 1 to 15 mmol/l of one or several thiol reagents is used. 

3. Process as claimed in claim 2, 
wherein 

a culture medium containing 3 to 12 mmol/l of one or several thiol reagents is used. 

4. Process as claimed in one of the claims 1 to 3, 
wherein 

reducing thiol reagents with SH groups are used. 

5. Process as claimed in one of the claims 1 to 4, 
wherein 

reducing thiol reagents with one SH group per molecule are used. 

6. Process as claimed in claim 5, 
wherein 

glutathione (GSH), cysteine, N-acetylcysteine, cysteamine, p-mercaptoethanol or mixtures thereof are 
used as the reducing thiol reagents. 

7. Process as claimed in one of the claims 1 to 3, 
wherein 

a mixture of reducing thiol reagents with SH groups and oxidizing thiol reagents with disulfide groups is 
used. 

8. Process as claimed in claim 7, 
wherein 

the molar ratio of reducing to oxidizing thiol reagents is 2:1 to 20:1. 

9. Process as claimed in one of the claims 7 to 8, 
wherein 

a mixture of reduced glutathione (GSH) and glutathione disulfide (GSSG) is used. 

10. Process as claimed in claim 9, 
wherein 

the recombinant DNA coding for the secreted protein is operatively linked with a DNA fragment that codes 
for a signal peptide. for penetrating inner bacterial membranes. 

11. Process as claimed in claim 10, 
wherein 

the signal peptide is derived from the E. coli OmpA protein. 

12. Process as claimed in one of the claims 1 to 11 , 
wherein 

the recombinant DNA coding for the secreted protein is under the control of an inducible expression signal. 

13. Process as claimed in one of the previous claims, 
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wherein 

one or several monosaccharides or/and oligosaccharides which cannot be metabolized by the host or- 
ganism are additionally added to the culture medium. 

14. Process as claimed in claim 13, 
wherein 

one or several monosaccharides or/and oligosaccharides selected from the group comprising sorbose, 
sucrose, raf f inose or mixtures thereof are used. 

15. Process as claimed in one of the previous claims, 
wherein 

an overexpression of a protein disulfide isomerase gene is carried out in a host organism together with 
the expression of the recombinant DNA which codes for the secreted disulfide- bonded protein. 



Revendications 

1. Precede pour augmenter la formation de la conformation naturelle des proteines tors de la secretion de 
proteines a ponts disulfure par un organisms hfite procaryotique qui contient un ADN recombinant qui 
code la proteine secretee, dans lequel on cultive I'organisme hdte dans un milieu nutritif approprie dans 
des conditions appropriees pour I'expression de I'ADN recombinant, caracterise en ce que Ton utilise un 
milieu nutritif ayant une teneur de 0,1 a 20 mmol/l d'un ou plusieurs reactifs thioliques. 

2. Precede selon la revendication 1 , caracterise en ce que Ton utilise un milieu nutritif ayant une teneur de 
1 a 15 mmol/l d'un ou plusieurs reactifs thioliques. 

3. Procede selon la revendication 2, caracterise en ce que Ton utilise un milieu nutritif ayant une teneur de 
3 a 12 mmol/l d'un ou plusieurs reactifs thioliques. 

4. Procede selon I'une des revendications 1 a 3, caracterise en ce que Ton utilise des reactifs thioliques 
reducteurs a groupes SH. 

5. Procede selon I'une des revendications 1 a 4, caracterise en ce que I'on utilise des reactifs thioliques 
reducteurs ayant un groupe SH par molecule. 

6. Procede selon la revendication 5, caracterise en ce que Ton utilise comme reactifs thioliques reducteurs 
ie glutathion (GSH), la cysteine, la N-acetytcysteine, la cysteamine, le p-mercaptoethanoJ ou des melan- 
ges de ceux-ci. 

7. Precede selon I'une des revendications 1 a 3, caracterise en ce que i'on utilise un melange de reactifs 
thioliques reducteurs a groupes SH et de reactifs thioliques oxydants a groupes disulfure. 

8. Procede selon la revendication 7, caracterise en ce que le rapport molaire des reactifs thioliques reduc- 
teurs aux reactifs thioliques oxydants est de 2:1 a 20:1 . 

9. Procede selon I'une des revendications 7 a 8, caracterise en ce que I'on utilise un melange de glutathion 
reduit (GSH) et de disulfure de glutathion (GSSG). 

10. Precede selon la revendication 9, caracterise en ce que I'ADN recombinant codant la proteine secretee 
est lie de maniere active a un fragment d'ADN qui code un peptide signal pour la travers6e des membra- 
nes bacteriennes internes. 

11. Precede selon la revendication 10, caracterise en ce que le peptide signal provient de la proteine OmpA 
de E. coli. 

12. Precede selon I'une des revendications 1 a 1 1 , caracterise en ce que I'ADN recombinant codant la proteine 
secretee se treuve sous le contrdle d'un signal d'expression inductible. 

13. Precede selon I'une des revendications precedentes, caracterise en ce que Ton ajoute en outre au milieu 
nutritif un ou plusieurs mono- et/ou oligosaccharides qui ne peuvent pas etre metabolises par I'organisme 



20 



EP 0 510 658 B1 



h6te. 

14. Proc6de selon la revendication 13, caracterise en ce que Ton utilise un ou plusieurs mono- et/ou oligo- 
saccharides choisis dans le groupe consistent en le sorbose, le saccharose, le raff inose ou des melanges 
de ceux-ci. 

1 5. Precede selon Tune des revendicat ions prec6dentes, caracterise en ce que Ton realise une surexpression 
d'un gene de proteine disulfure isomerase dans un organisme hdte en meme temps que ('expression de 
I'ADN recombinant codant la proteine a ponts disulfure qui doit §tre secretee. 
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Fig.l 
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